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抗癌剤耐性に関わる ATP-binding cassette (ABC) トランスポーターの発現を制御し
ているメカニズムを解明することを目的として、大腸正常組織と大腸癌組織におけ
る ABC トランスポーターの発現を網羅的に解析し、両者の発現プロファイルの比較
を行った。3 例の大腸癌患者由来の臨床検体および 5 種類の大腸癌細胞株の RNA-
sequencing (RNA-seq) を行い、その遺伝子発現プロファイルを過去の報告と比較し
た。その結果、抗癌剤耐性に関わる ABC トランスポーターの中で、ABCC1 と
ABCC2 は大腸正常組織に比べて大腸癌組織において有意に発現が増加しており、一
方で ABCB1、ABCC3、および ABCG2 は大腸癌組織において有意に発現が減少し
ていることが分かった。そこで、大腸の癌化に関わる何らかのシグナルがこれら 5
種類の ABC トランスポーターの発現を制御していることを想定し、Wnt シグナル
がこれら ABC トランスポーターの発現を制御している可能性について、検証を行っ
た。small interfering RNA (siRNA) と glycogen synthase kinase 3 beta (GSK-3β) 
阻害剤を用いた実験の結果から、複数の大腸癌細胞株において ABCC3 が Wnt シグ
ナルによって発現を抑制されていることが示された。また、クロマチン免疫沈降 
(chromatin immunoprecipitation-quantitative polymerase chain reaction; ChIP-
qPCR) によって Wnt シグナル経路で転写因子として働いている transcription 
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factor 7-like 2 (TCF7L2) が ABCC3 の遺伝子座に結合すること、さらに



































質として、Food and Drug Administration (FDA) のデータベースに登録されてい












































の結果から、Union for International Cancer Control (UICC; 国際対癌連合) の定




組織からのリボ核酸 (ribonucleic acid, RNA) の抽出は、凍結した組織が融解し
ないように注意しながら行った。予め−80℃で十分に冷却させた乳鉢に液体窒素を満
たし、その中で乳棒を用いて組織を粉末状にすり潰した。さらに超音波処理装置 
(TOMY SEIKO) を用いて組織を十分に破砕した上で、SV Total RNA Isolation 
System (Promega) を用いてtotal RNAを抽出した。抽出したtotal RNAは、Agilent 
2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies) によってRNA Integrity Number (RIN) 




パラフィンを行い、さらにエタノールに浸して再水和させた。次に、PBS 90 ml + 
30% 過酸化水素水 10 mlに10分間浸して内因性のペルオキシダーゼを不活性化させ
た。抗原賦活化液 (ニチレイバイオサイエンス; pH 9.0) に浸し、オートクレーブ処
理を行うことによって抗原を賦活化した後、1000倍に希釈したMRP3 (Abcam, 
ab3375) に対する1次抗体100 μlをプレパラートに滴下して、4℃で一晩反応させた。
洗浄後、ヒストファインSAB-PO (M) キット (ニチレイバイオサイエンス) を使用
し、ビオチン標識した2次抗体液を滴下して、室温で30分間反応させた。洗浄後、ペ
ルオキシダーゼ標識ストレプトアビジンを数滴滴下し、0.05% 3,3’-ジアミノベンジ





National Cancer Institute (NCI; 国立癌研究所) 60に登録されているCOLO205、
HCT116、 HCT15、HT29、SW620の5種類のヒト大腸癌細胞株と、HEK293T細
胞を用いた。これらはいずれもAmerican Type Culture Collection (Manassa, VA, 
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USA) より購入した。HCT116とHT29は McCoy’5A (Thermo Scientific)、
COLO205とHCT15はRPMI-1640 (SIGMA Life Science)、SW620とHEK293Tは
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (SIGMA Life Science) にて37℃、5％二酸化
炭素の環境で培養した。それぞれの培地には10% fetal calf serum (FCS; ウシ胎仔
血清、Thermo Scientific)、1% ペニシリン-ストレプトマイシン (Thermo 
Scientific)、2 mM L-グルタミン (Thermo Scientific)、1% MEM- non- essential 
amino acid (NEAA; 非必須アミノ酸、Thermo Scientific)、1% ピルビン酸ナトリ
ウム (Thermo Scientific)、50 μM 2-メルカプトエタノール (Wako) を添加した。培
養細胞からのRNA抽出は、SV Total RNA Isolation Systemを用いた。total RNAは、
手術検体と同様にAgilent 2100 BioanalyzerによってRIN値を測定した。RNA-seqで
使用した培養細胞検体のRIN値は8.2～10.0であった。 
siRNAの実験では、6-well plate (Corning) に各種大腸癌細胞株を1.0 × 105 
cells/wellとなるように播種した。24時間培養後に、siRNA濃度が30 pmol/well、
Lipofectamine濃度が9 μl/wellになるように、Lipofectamine RNAi MAX Reagent 
(Life Technologies) を用いてsiRNA を導入した。またネガティブコントロールとし






siNC : Silencer Select Negative Control No. 1 siRNA, Cat No. 4390843 (Life 
Technologies) 
siTCF7L2 #1 : Silencer Select siRNA, Cat No.s13880 (Life Technologies) 
siTCF7L2 #2 : Silencer Select siRNA, Cat No.s13881 (Life Technologies) 
siCTNNB1 #1 : Silencer Select siRNA, Cat No. s436 (Life Technologies) 
siCTNNB1 #2 : Silencer Select siRNA, Cat No. s437 (Life Technologies) 
GSK-3β 阻害剤を用いた Wnt シグナル活性化実験では、10 cm dish (Corning) に
ヒト大腸癌細胞株を 2.0 × 106 cells/well になるように播種した。24 時間培養後に、
GSK-3β 阻害剤である AR-A014418 (abcam) または塩化リチウム(lithium chloride,  
LiCl, Wako) を投与し、さらに 24 時間培養後に total RNA を抽出した。いずれの細
胞株についても独立した 3 回の実験を行った。 
 
Ⅲ. RNA-seq 
組織検体および細胞株からtotal RNAを抽出し、2.2-4.0 μgのtotal RNAに対して




Illumina Hiseq2500 (Rapid Mode) の1フローセル (2レーン) を用いてMultiplexシ
ークエンス解析を行った。配列の読み取りには、HiSeq Control Software 2.0.12.0 





リードをTophat (ver. 2.0.8)10) を用いてEnsemblに登録されているリファレンスゲ
ノム配列 (release 74) 上にマップした。マップされたリードから、cufflinks (ver. 
2.0.10) 11) を用いて、遺伝子発現量 (Fragments Per Kilobase of transcript per 
Million mapped reads; FPKM) を計算した。ヒートマップの作成には、R 
(ver.3.0.2) のgplotsパッケージに含まれるheatmap.2関数を用いた。 
 
Ⅳ. Reverse transcription-quantitative polymerase chain reaction (RT-qPCR) 
抽出したtotal RNAから、PrimeScript RT reagent Kit (TakaraBIO) を用いて相補
的DNA (complementary DNA, cDNA) を合成した。リアルタイムPCR反応には
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StepOnePlus Real Time PCR System (Life Technologies) およびFAST SYBR 
green dye (Applied Biosystems) を用い、いずれの実験もduplicateで行った。RT-
qPCRのデータ解析には2-ΔΔCT法を用い、内在性のglucuronidase, beta (GUSB) のメ






ABCB1 (forward) : 5’-CAGAGGGGATGGTCAGTGTT-3’ 
ABCB1 (reverse)   :  5’-CCTGACTCACCACACCAATG-3’ 
ABCC1 (forward)   :  5’-GGTCAGCCCAACTCTCTTGG-3’ 
ABCC1 (reverse)   :  5’-CACACACTAGGGCTACCAGC-3’ 
ABCC2 (forward)   :  5’-GCACAAAAGGCCTTCACCTC-3’ 
ABCC2 (reverse)   :  5’-TCCAAGTCATCCCCTCCCAA-3’ 
ABCC3 (forward) :       5’-GGTCCCTAAAGGAAGAGGACAGA-3’ 
ABCC3 (reverse)  :  5’-ATTTTTCCCAGGTGCTGCTGAAG-3’ 
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ABCG2 (forward) :  5’-GACTTATGTTCCACGGGCCT-3’ 
ABCG2 (reverse) :  5’-TCTCTGTTTAATGCCACAGCA-3’ 
CTNNB1 (forward)     :   5’-ACCTTTCCCATCATCGTGAG-3’ 
CTNNB1 (reverse)  :  5’-AATCCACTGGTGAACCAAGC-3’ 
GUSB (forward) :  5’-TGCGTAGGGACAAGAACCAC-3’ 
GUSB (reverse)        :   5’-GGGAGGGGTCCAAGGATTTG-3’ 
TCF7L2 (forward)  :  5’-CCGACGTAGACCCCAAAACA-3’ 
TCF7L2 (reverse)  :  5’-ATCCTAGCGGATGGGGGATT-3’ 
 
Ⅴ. Western Blotting 
細胞をLysis bufferにて懸濁し、4℃で15分間静置し溶解した。細胞溶解液を4℃、
15000 rpmで10分間遠心後に、得られた上清成分を回収し、Pierce 660 nm Protein 
Assay Reagent (Thermo Scientific) を用いてプレートリーダー (BioRad) にて波長
655 nmの吸光度を測定することで、タンパク質濃度を測定した。2 ×ドデシル硫酸
ナトリウム (sodium dodecyl sulfate, SDS) bufferを加えた後、6%もしくは8%のポ
リアクリルアミドゲルにて電気泳動 (SDS-PAGE) を行い、polyvinylidene fluoride 
(PVDF) 膜 (Millipore) に転写した。ブロッキングには5%もしくは0.5% スキムミ
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ルク (Wako) を使用した。一次抗体はβ-catenin (610153; BD Biosciences)、HSP90 
(610418; BD Biosciences)、MRP3 (ab3375; abcam)、TCF7L2 (2569; Cell 
Signaling Technology) を用い、二次抗体はmouse IgG- horseradish peroxidase 
(HRP, W402B; Promega)、もしくはrabbit IgG-HRP (W401B; Promega) を用いた。
化学発光反応にはSuperSignal West Dura Luminol/Enhancer Solution (Thermo 
Scientific) を使用し、シグナルはVersaDocイメージングシステム (BioRad) にて検
出した。Lysis bufferの組成は下記の通りである。 
50 mM Tris-HCl (pH 7.4, Wako)、300 mM NaCl (Sigma)、 0.5% Triton X-100 
(Wako)、10 μM アプロチニン (Sigma)、10 μM ロイペプチン (Sigma)、1 mM 
フッ化フェニルメチルスルホニル(phenylmethylsulfonyl fluoride, PMSF, Wako)、
400 μM オルトバナジン酸ナトリウム (sodium orthovanadate, Wako)、400 μM 
エチレンジアミン四酢酸 (ethylenediaminetetraacetic acid, EDTA, DOJINDO)、








計した (断片A: 960 bp、断片B: 1340 bp、断片C: 780 bp、断片D: 1540 bp)。下記に
クローニングに使用したPCR primerの配列情報を示す。 
A (forward) : 5’- CATACGCGTATGGACGCCCTGTGCGGTTC -3’ 
A (reverse) :  5’- GATAAGCTTGAAGCAGGCAC -3’ 
B (forward) : 5’- TTCAAGCTTATCCAGGACCT -3’ 
B (reverse)   : 5’- CAGCTCGAGCCAGACTGACC -3’ 
C (forward)  : 5’- TGGCTCGAGCTGTTTACAGT -3’ 
C (reverse)   : 5’- GCAGAATTCCTAAAGCAGCA -3’ 
D (forward)  : 5’- TAGGAATTCTGCAAGGGTTC -3’ 
D (reverse)   : 5’- GTGGCGGCCGCTTAGGCAAGTCCAGCATCTC -3’ 
HT29からtotal RNAを抽出し、逆転写反応master mixを調製し、それを18 μlず
つ0.2 ml PCR tubeに分注した。そこに5 μMのRT primerを2 μl加えて混ぜ、以下の
条件でサーマルサイクラーを用いて逆転写反応を行った [42℃ 20 min、99℃ 5 
min, 15℃ hold]。次に、PCR反応master mixを調製し、以下の条件でサーマルサイ
クラー用いてPCR反応を行った [94℃ 2 min、(94℃ 15 sec、74℃ 2 min) × 5、 
(94℃ 15 sec、72℃ 2 min) × 5、(94℃ 15 sec、70℃ 2 min) × 5、(94℃ 15 sec、
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68℃ 2 min) × 5、68℃ 7 min、15℃ hold]。反応終了後に0.75% アガロースゲル
電気泳動を行い、目的のバンドを切り出して、 それぞれpBluescriptII SK+ vector
へ挿入し、サブクローニングした。4つの断片を制限酵素によって切り貼りし、最終
的にpCSIIpuro-3 × FLAG vectorにクローニングし、ABCC3発現ベクターを作製し
た。 
(2) ABCC3過剰発現細胞の取得 
Virus packaging用のHEK293Tを6-well plateに5 × 105 cells/wellとなるように播種
し、抗生剤無添加培地で培養した。24時間後に、pCMV-VSV-G-RSV-Rev vector 1 
μg、pCAG-HIVgp vector 1 μg、ABCC3が挿入されているpCSIIpuro-3×FLAG 
vector 1 μg、OPTI-MEM I (Thermo Scientific) 127 μl、FuGENE6 (Promega) 9 µl
を混合し、10分間静置した後にHEK293Tにトランスフェクションした。同時に
HCT116とHT29を、3 × 105 cells/wellとなるように6-well dishに播種した。48時間
後に、産生されたウイルスが含まれているHEK293T細胞培養上清を回収し、0.45 
μmフィルターに通した後、終濃度1 μg/ml となるようにポリブレン (Sigma) を加
えた。HCT116とHT29の培養上清を捨て、ポリブレン含有ウイルス液を加え感染さ
せ、8時間後に培地を交換した。さらに24時間培養後、トリプシン処理によって細胞





Cytotoxicity assayに用いた。pCSIIpuro-3 × FLAG vector、pCMV-VSV-G-RSV-
Rev vectorおよびpCAG-HIVgp vectorは三好浩之博士 (理化学研究所バイオリソー
スセンター) から分与していただいた。各master mixの組成は下記のとおりである。 
<逆転写反応master mix> 
5 × RT buffer 4 μl、10 mM dNTP 2 μl、10 U/μl RNase inhibitor 1 μl、429 
ng/μl total RNA、 ReverTra Ace (TOYOBO) 1 μl、Nuclease-free water 8 μl 
<PCR反応master mix> 
10 × PCR Buffer for KOD-Plus-Neo 2.5 μl、2 mM dNTP 2.5 μl、25 mM 
MgSO4 2 μl、5 μM PCR primer 1.5 μl、cDNA 1 μl、1 U/μl KOD-Plus-Neo 
(TOYOBO) 0.5 μl、Nuclease-free water 15 μl 
 






鋳型DNAを入れずに、以下の条件でPCRを行った [94℃ 2min、(98℃ 10 sec、
50℃ 30 sec、68℃ 30 sec) × 20、15℃ hold]。反応後、AMpure XP Beads 
(BECKMAN COULTER) を用いてPCR産物を精製し、制限酵素BbsIを用いて37℃
で一晩消化した。再びBeadsを用いて、消化した後のPCR産物を精製した。BbsIで
消化したPCR産物1.2 μlにBbsIで消化したpRSI9 vector (CELLECTA) 0.3 μlと
Takara Ligation Kit ver2.1 Solution I (Takara) を1.5 μl加えて、16℃で2時間反応
させることでligationを行った。これにDH5α competent cells (TOYOBO) を20 μl
加えてon iceで5分、42℃で45秒静置した後、全量をアンピシリン含有寒天培地に播
種し、37℃で培養した。 
(2) Plasmid preparation 
寒天培地上に形成されたコロニーからトランスフォームされたDH5αを 2 × YT培地 
2 mlに混入し、37℃で一晩培養した。培養液を4,000 rpm, 20℃で2分間遠心し、ペ
レットにSolution P1、Solution P2、Solution P3をそれぞれ200 μl加え、15,000 
rpm、20℃で10分間遠心した。上清に2-プロパノール500 μlを加えて、15,000 rpm、
4℃で10分間遠心し、上清を廃棄し10分間静置した。TE (pH 8.0) 100 μlと10 mg/ml 






Virus packaging用のHEK293Tを6-well plateに6 × 105 cells/wellとなるように播種
し、抗生剤無添加培地で培養した。48時間後にpCMV-VSV-G-RSV-Rev vector 1 μg、 
pCAG-HIVgp vector 1 μg、shRNAが挿入されているpRSI9 vector 1 μg、OPTI-
MEM I 127 μl、FuGENE6 9 µlを混合し、10分間静置した後にHEK293Tにトラン
スフェクションした。また同日にHCT116とHT29を、3 × 105 cells/wellとなるよう
に6-well dishに播種した。48時間後にウイルスを含むHEK293T細胞上清を回収し、
0.45 μmフィルターに通した後、終濃度1 μg/ml となるようにポリブレン (Sigma)
を加えた。HCT116とHT29の培養上清を捨て、ポリブレン含有ウイルス液を加え感
染させ、その8時間後に培地を交換した。さらに24時間培養後、トリプシン処理によ




<PCR master mix> 
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1 × PCR Buffer for KOD-Plus-Neo、0.2 mM dNTP、2 mM MgSO4、200 nM 
shRNA-Univ primer (Antisense)、1 U/μl KOD-Plus-Neo、Nuclease-free water 
<BbsI反応液> 
0.01 U/μl BbsI、1 × NEB buffer 2、Nuclease-free water 
<Solution P1> 
50 mM Tris-HCl (pH 8.0)、10 mM EDTA 50 ml、10 mg/ml RNase 100 μl 
<Solution P2> 
0.2 N NaOH、1% SDS 
<Solution P3> 
250.25g/L 酢酸カリウム(Wako)  
 
Ⅷ. ChIP-qPCR 
4 × 107の細胞を1% ホルムアルデヒド (Polysciences) で10分間室温にて固定後、
1/10量の1.25M グリシン (Wako) を加えて固定反応を停止させた。その後、PBSに
よる洗浄を2回行い、ペレットをNuclear Extraction Bufferで懸濁し、4℃で15分間
静置した。1,500 rpm、4℃で5分間遠心した後、ペレットをBuffer NUC premixで
懸濁し、2 gel U/104 cellとなるようにMNase (NEB) を加えた。37℃で20分間反応
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することでクロマチンを切断した後、等量の2 × Sonication Bufferを加えて、反応
を停止させた。Bioruptor (Diagenode) で超音波処理し、クロマチンを可溶化した。
クロマチンの断片化は2%アガロースゲル電気泳動によって確認した。Dynabeads-
Protein A (Invitrogen) を洗浄した後、抗体を加えて4℃で2時間反応し、Beads-抗
体複合体を形成させた。Beads-抗体複合体と断片化したクロマチンを混合し、4℃で
一晩免疫沈降反応を行った。反応後にChIP Wash buffer A、B、Cで洗浄し、ChIP 
elution bufferと10 μg RNase A (MP Biomedicals) を加えて50℃で30分間、さらに
20 μg Proteinase K (Roche Diagnostics) を加えて50℃で30分間反応させた。さら
に5 M NaClを加えて65℃で一晩脱架橋反応を行うことによってBeads-抗体複合体と
免疫沈降されたクロマチンを乖離させた。得られた免疫沈降産物に対して、20 μg 
proteinase Kを加えて50℃で1時間反応させた後、AMpure XP Beads (BECKMAN 
COULTER) を用いてDNAを精製した。精製されたDNAをリアルタイムPCR法によ
り測定し、データはインプットサンプルに対する相対量 (% of input) として示した。
抗体はTCF7L2 (2569; Cell Signaling Technology)、Normal rabbit IgG (sc-2027; 
SantaCruz) を使用した。いずれの細胞株についても独立した4回の実験を行った。
各bufferの組成は以下の通りである。 
<Nuclear Extraction Buffer>  
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50 mM Tris-HCl (pH 7.4)、10 mM 酢酸カリウム、15 mM 酢酸マグネシウム 
(Sigma)、1% NP-40、1 mM PMSF、2 nM アプロチニン、2 nM ロイペプチン 
<Buffer NUC premix> 
15 mM HEPES (DOJINDO) /NaOH (Wako; pH 7.3)、60 mM KCl (Wako)、15 
mM NaCl、0.32 mM スクロース (Wako) 
<2 × Sonication buffer> 
90 mM HEPES/NaOH (pH 7.3)、220 mM NaCl、10 mM EDTA、1% NP-40、
0.2% デオキシコール酸ナトリウム (Wako)、0.2% SDS  
<ChIP wash buffer A> 
150 mM NaCl、20 mM Tris-HCl (pH 8.0)、1 mM EDTA、1% Triton X-100、
0.1％ デオキシコール酸ナトリウム、0.1% SDS、1 × PPase inhibitor mix、1 
mM PMSF、2 nM アプロチニン、2 nM ロイペプチン 
<ChIP wash buffer B> 
500 mM NaCl、20 mM Tris-HCl (pH 8.0)、1 mM EDTA、1% Triton X-100、
0.1％ デオキシコール酸ナトリウム、0.1% SDS、1 × PPase inhibitor mix、1 
mM PMSF、2 nM アプロチニン、2 nM ロイペプチン 
<ChIP wash buffer C>  
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20 mM Tris-HCl (pH 8.0)、250 mM LiCl、1 mM EDTA、0.5% NP-40、0.5% デ
オキシコール酸ナトリウム、1 × PPase inhibitor mix、1 mM PMSF、2 nM ア
プロチニン、2 nM ロイペプチン 
<ChIP elution buffer> 
50 mM Tris-HCl (pH 8.0)、1 mM EDTA、1% SDS 
<PPase inhibitor mix> 
4 mM オルトバナジン酸ナトリウム、100 mM NaF、100 mM ピロリン酸ナトリ
ウム 
ChIP-qPCRで用いたPrimerは下記の通りである。 
A (forward) :  5’-CTCCCTACGTCCCCTACTCA-3’ 
A (reverse) :  5’-AGGGGGAACTGGGATACACA-3’ 
B (forward) :  5’-CGGGGAAGGAAGTGAGTCAG-3’ 
B (reverse) :  5’-GACCATTTCCCTGTCTGGGG-3’ 
C (forward) :  5’-GGGCATCTGGCTTCAAGGAT-3’ 
C (reverse) :  5’-GACTCCATCTGACCGGGTTG-3’ 
D (forward) :  5’-GTCCTCAGCAAAGTTAACCCA-3’ 
D (reverse) :  5’-CTTTCTGGGACGGTGGCTAA-3’ 
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E (forward) :  5’-GTGTGGGCGTGGTGTTATTG-3’ 
E (reverse)  :        5’-AAGCAACGACTGCCCCTAAC-3’ 
 
Ⅸ. Cytotoxicity assay 
siRNAの導入は、6-well plateにSW620を1 × 105 cells/wellとなるように播種し、24




CELLSTAR μClear 96ウェル マイクロプレート (greiner bio-one) に各細胞株を
1000 cells/wellとなるように播種した。24時間培養後にエトポシド (SIGMA)、テニ
ポシド (TOKYO CHEMICAL INDUSTRY) を投与した。抗癌剤を投与してから72
時間培養後にMultiTox-Fluor Multiplex Cytotoxicity Assay (Promega) を使用し、
マルチプレートリーダーFlexStation3 (MOLECULAR DEVICES) で蛍光強度を測
定し、細胞生存率を算出した。 





MultiTox-Fluor Multiplex Cytotoxicity Assayを使用し、マルチプレートリーダー
FlexStation3で蛍光強度を測定し、細胞生存率を算出した。 
細胞株における各種抗癌剤の 50%抑制濃度 (inhibitory concentration 50, IC50) 
は、GraphPad Prism (ver.5.0, GraphPad Software) を使用して算出した。いずれ




microarray の解析には 2 群の分散が等分散であれば two-tailed paired t 検定、等分
散でなければ two-tailed Welch’s t 検定を用いた。siRNA の実験では Dunnett 検定、
GSK-3β 阻害剤の実験では Tukey 検定、Cytotoxicity assay の IC50 は one-tailed 
Student’s t 検定、ChIP-qPCR の実験では two-tailed Student’s t 検定を用いた。統
計学的検定には R (ver.3.0.2)と GraphPad Prism (ver.5.0、GraphPad Software) を



















































































































































ABCG2 の 5 種類であった。ABCC1 と ABCC2 は大腸正常組織に比べて大腸癌組織







本研究で着目した ABCC3 は、大腸癌組織で発現が低下していた。ABCC3 は生
理的には胆汁酸トランスポーターとしての機能を有していることが知られている。











II. Wnt シグナルによる ABC トランスポーター遺伝子の発現制御 
大腸の癌化に関わるシグナル伝達経路として、adenoma -carcinoma sequence が古
くから知られており 17) 、約 90%の大腸癌において発癌に関わっている 18) 。
Adenoma- carcinoma sequence は、さまざまな遺伝子の変異によって、Wnt シグナ
ル、MAPK シグナル、PI3K シグナル、TGF-β シグナル、TP53 シグナルが多段階
的に活性化し、大腸正常粘膜が徐々に癌化する一連の発癌様式である。本研究では、
これらのシグナル経路のうち、癌化の初期段階において adenomatous polyposis 
coli (APC) 遺伝子や β-catenin 遺伝子の変異によって亢進する、Wnt シグナルに着
目した。これは、次の 2 つの理由のためである。 
第一に、本研究で用いた臨床検体 3 例において、Wnt シグナルの下流の遺伝子で
ある BIRC5、CCND1、および MYC 遺伝子の発現量が、正常大腸組織に比べて大




第二に、慢性骨髄性白血病細胞において Wnt シグナルが ABCB1 の発現を正に制
御することを示した報告や 9)、Wnt シグナルの亢進によって生じる前癌病変の大腸
腺腫において、ABCB1 と ABCG2 の発現が低下し、ABCC2 の発現が上昇している
ことを示した報告など 19), 20)、Wnt シグナルと ABC トランスポーターの発現制御と
の関連を示す過去の知見が知られていたこと。以上の 2 点から着想を得て、大腸癌
で Wnt シグナルが ABCC1、ABCC2、ABCB1、ABCC3、および ABCG2 の 5 種類
の ABC トランスポーターの発現を制御している可能性を検討した。 
siRNA を用いて Wnt シグナルを抑制した結果、これら 5 種類の抗癌剤耐性関連
ABC トランスポーターの中で、ABCC3 の発現量が増加した。一方、GSK-3β 阻害
剤を用いて Wnt シグナルを活性化すると、ABCC3 の発現量が低下する傾向が確認
された。これらの結果から、大腸組織の癌化の過程で、Wnt シグナルが ABCC3 の
発現を抑制していることが示された。 
なお、本研究で用いた 5 種類の細胞株のうち、タンパク質レベルで ABCC3 の発
現変化を示すことができたのは HT29 だけであった。その原因は、一般的に大腸癌
では ABCC3 の発現量が少なく、タンパク質の検出が困難であるためと考えられた




細胞株に比べて ABCC3 の発現量が高く(表 2)、そのためにタンパク質の検出が可能
であったと考えられた。 
また GSK-3β 阻害剤を用いた実験では、全ての細胞株で同一の結果を得ることは
できなかった。これは、亢進した Wnt シグナルによってすでに ABCC3 の発現が十
分抑制されている可能性や、細胞株の種類により Wnt シグナルにおける遺伝子の変
異様式が異なるため、GSK-3β 阻害剤の効果が異なる可能性などが考えられた。 
本研究の大腸癌細胞株を用いた実験により、Wnt シグナルが ABCC3 の発現を抑
制していることが明らかになったが、これが in vivo で起きているか検証することは
重要である。Wnt シグナルが亢進することによって生じる大腸腺腫において、
ABCC3 の発現量を調べることは、検証の一助になるであろう。なお、予備的な実験




III. 転写因子 β-catenin /TCF7L2 複合体による ABCC3 遺伝子の発現抑制 
転写因子 TCF7L2 の ChIP-seq 解析の報告 14)および本研究の ChIP-qPCR 解析の結





Wnt シグナルが不活性な正常大腸細胞では、β-catenin は GSK-3β によってリン
酸化されることで APC などと複合体を形成し、速やかに分解される(図 11 上)。こ




11 下)。核に移行した β-catenin は TCF7L2 と結合し、ABCC3 遺伝子の転写を抑制
することにより、細胞膜上の ABCC3 タンパク質量が減少する。 
本研究では、TCF7L2 が ABCC3 遺伝子座へ結合することを示したが、この結合
が転写抑制に寄与しているか明らかにするには至らなかった。この点については、
今後、ABCC3 遺伝子座の TCF7L2 結合部位を用いたレポーターアッセイ系を構築
し、Wnt シグナルの活性化がレポーター遺伝子の転写を抑制するか検証する必要が
ある。 
また本研究では、β-catenin が ABCC3 遺伝子座に結合しているか、実験的に検証
していない。大腸癌細胞株 HCT116 と SW480 を用いた β-catenin の ChIP-seq の
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報告では、β-catenin が ABCC3 遺伝子座に結合していることが示されている 22) 23)。









考えられる。また TCF7L2 は、転写因子 GATA3 によって遺伝子近傍にリクルート




IV. 癌化にともなう ABCC3 遺伝子の転写抑制が抗癌剤感受性に与える影響 
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大腸癌細胞株 SW620 を用いた cytotoxicity assay の結果、TCF7L2 のノックダウン
が ABCC3 の発現量を増加させ、エトポシドとテニポシド処理後の細胞の生存性を
増加させることが明らかになった。ただし、ノックダウンに用いた 2 種類の siRNA
のうち、siTCF7L2 #1 では有意な差が認められたが、siTCF7L2 #2 では有意な差が





大腸癌細胞株 HCT116 と HT29 を用いた cytotoxicity assay では、HCT116 より
も HT29 の方が、エトポシドとテニポシド処理後に高い生存性を示した。これは前
述のとおり、HCT116 に比べて HT29 で ABCC3 の発現量が高いことを反映してい
ると考えられる （表 3）。また、ABCC3 を過剰発現した HCT116 と HT29 の
cytotoxicity assay において、HT29 で有意な差が認められた理由についても、同様
に HT29 で ABCC3 タンパク質発現量が高いことを反映していると考えられる（図




ABCC3 の発現量と Wnt シグナルの下流遺伝子（BIRC5、CCND1、および MYC）
の発現量との間に一定の関係性は見られず、Wnt シグナルの活性と ABCC3 の発現
量との明確な関係は、今回の結果からは特定できなかった。 
11 種類の抗癌剤耐性 ABC トランスポーターの中で、ABCC3 の抗癌剤耐性に対
する寄与は大きくないと考えられている 25)。しかし、膵癌細胞株を用いた報告では、








ら、48 種類の ABC トランスポーターのうち、ABCB1、ABCC1、ABCC2、
ABCC3、ABCG2 の 5 種類の抗癌剤耐性関連 ABC トランスポーターの発現量が大
腸正常組織と癌組織で大きく変化していることを見いだした。siRNA と GSK-3β 阻
害剤を用いた実験から、ABCC3 の発現は Wnt シグナルによって制御されているこ
とを示した。また、ChIP-qPCR によって、Wnt シグナルの下流で働く転写因子
TCF7L2 が、ABCC3 遺伝子座に直接結合していることを示した。さらに、
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な発現量を示している (n=4)。(b) TCF7L2とβ-cateninのWestern blottingの結果。
HSP90はローディングコントロールとして示している。矢頭はTCF7L2の2つの
splice variantから翻訳された分子量が異なるタンパク質を表している。図の右に分






のである。* p < 0.05、** p <0.01、*** p < 0.001を表している (Dunnett’s test)。 
 





(n=4)。* p < 0.05、** p <0.01、*** p < 0.001を表している (Dunnett’s test)。 
 




ときの、各サンプルにおける相対的な発現量を示している (n=4)。* p < 0.05、** p 














いる (n=4)。IgG抗体はネガティブコントロールとして用いている。** p <0.01、
*** p < 0.001を表している (two-tailed, Student’s t test)。n.s.は有意差なし (not 
significant) の略である。 
 







る。* p < 0.05、** p <0.01、*** p < 0.001を表している (Tukey’s test)。n.s.は有意
差なし (not significant) の略である。(c) ABCC3強制発現細胞株におけるMRP3の
Western blottingの結果。 
 














































































































































































































ABCA2 ABCB4 ABCC4 ABCC5 ABCC6ABCB11
Normal Tumor Normal Tumor Normal Tumor Normal Tumor Normal Tumor
Normal Tumor Normal Tumor Normal Tumor Normal Tumor Normal Tumor Normal Tumor
p < 0.001
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   表 1. 臨床検体の情報 
 
T, N, M, and G refer to the primary tumor site, regional lymph node involvement, the presence or otherwise of distant metastatic spread, 











1 69 M Ascending colon T3 N1b M0 G2 IIIB Diabetes mellitus None 8.2 7.9 
2 61 M Ascending colon T3 N0 M0 G2 IIA None None 9.0 9.0 
3 56 F Sigmoid colon T2 N0 M0 G2 I None None 7.5 6.9 
表 2. RNA-seq解析におけるリード数 
 
Sample Total number of reads Percentage mapped reads Number of mapped reads 
N1 42,514,972 70.20 29,845,603 
N2 42,739,688 70.98 30,334,915 
N3 48,151,348 69.12 33,283,399 
T1 34,177,396 71.37 24,392,977 
T2 43,965,302 72.03 31,669,373 
T3 48,561,030 70.93 34,443,476 
COLO205 35,551,110 75.10 26,697,114 
HCT116 37,523,932 75.67 28,395,016 
HCT15 34,125,208 74.68 25,485,496 
HT29 48,327,150 76.44 36,939,792 
SW620 42,916,978 75.31 32,319,348 
表 3. RNA-seqで解析した 48種類の ABCトランスポーターとWntシグナル関連遺伝子の mRNA発現量 
 
 
Values correspond to FPKM. Red and blue indicate ABC transporter genes whose expression is up-regulated or down-regulated, 
respectively, in the three colon cancer specimens compared with the corresponding normal colon tissue. 
Gene N1 N2 N3 T1 T2 T3 COLO205 HCT116 HCT15 HT29 SW620 
ABCA1 1.98 6.85 2.74 2.36 2.83 3.67 0.14 0.25 0 0.63 0.07 
ABCA2 16.59 13.15 18.08 16.40 10.34 15.42 3.01 30.37 13.25 46.17 9.71 
ABCA3 0.87 1.47 1.25 0.79 1.22 2.48 0.08 0.77 7.19 1.04 1.67 
ABCA4 0.08 0.03 0.01 0.05 0.25 0.03 0 0.06 0.00 0.11 0.04 
ABCA5 13.76 9.70 29.92 5.64 4.91 2.16 3.21 2.88 1.97 2.27 4.46 
ABCA6 0.42 1.17 2.21 0.37 0.39 0.43 0 0.01 0 0.01 0 
ABCA7 7.64 4.97 6.41 10.16 5.54 3.92 6.91 16.32 12.02 17.64 4.93 
ABCA8 4.32 5.37 4.42 0.27 0.36 0.47 0 0 0 0 0 
ABCA9 0.92 0.43 0.56 0.17 0.04 0.13 0 0.02 0 0 0 
ABCA10 2.33 1.61 9.21 0.34 0.12 0.56 0 0.03 0 1.15 0.03 
ABCA12 0 0 0 0.96 0.08 0.01 4.23 0.09 0.03 0.01 0.01 
ABCA13 0.30 0.20 0.09 0.04 0.24 0.03 0 0 0.02 0.04 0 
ABCB1 54.80 20.51 50.10 1.09 7.67 6.62 0.11 0.83 40.31 0.16 2.31 
ABCB2 46.16 47.14 30.12 217.83 62.54 53.99 15.10 12.31 18.28 4.14 8.89 
ABCB3 34.12 20.74 15.46 103.59 27.39 24.24 14.98 20.50 19.44 11.06 13.17 
ABCB4 0.15 0.82 1.93 0.11 0.37 0.49 0 0 0.14 0.23 0.11 
ABCB5 0.10 0.33 0.11 0.04 0.04 0.04 0.03 0 0 0 0 
ABCB6 9.58 6.86 5.40 11.13 5.91 6.14 20.43 11.59 2.36 12.62 7.68 
ABCB7 9.82 9.56 10.82 9.74 10.28 10.24 19.03 7.79 11.45 14.66 18.90 
ABCB8 14.72 16.53 9.69 22.63 25.97 17.41 22.17 19.65 17.28 20.67 16.18 
ABCB9 1.54 1.31 1.50 1.19 6.17 1.40 8.59 5.10 2.67 2.25 1.40 
ABCB10 6.86 14.20 9.97 14.85 15.00 15.49 14.09 15.93 20.42 9.77 14.68 
ABCB11 0.54 0.69 1.11 0.03 0.01 0.01 0 0 0 0.02 0 
ABCC1 6.25 9.98 4.02 6.87 18.05 18.04 28.78 21.34 17.14 16.76 14.63 
ABCC2 0.35 0.07 0.19 0.64 1.12 1.03 23.46 10.25 0.05 0.09 8.86 
ABCC3 181.33 85.22 68.97 36.87 34.57 14.99 89.39 4.86 6.82 136.00 10.15 
ABCC4 4.58 3.70 4.33 2.65 11.37 10.12 5.50 11.75 19.91 18.41 13.45 
ABCC5 19.57 16.16 9.87 6.61 8.56 11.40 5.90 4.89 6.17 4.04 9.03 
ABCC6 3.89 3.97 5.44 4.32 2.73 5.44 1.84 0.60 2.02 0.24 0.88 
ABCC7 52.95 43.62 38.55 17.27 27.89 72.14 0 0.02 0 30.15 0.02 
ABCC8 0.58 0.74 1.81 0.15 0.18 0.19 0 0.12 0 0.37 0.29 
ABCC9 2.16 1.57 1.50 1.70 1.88 2.61 1.92 1.27 2.47 2.20 3.71 
ABCC10 10.95 9.46 8.10 11.76 6.83 7.65 5.45 8.81 4.36 6.24 6.48 
ABCC11 0.18 0.18 0.02 0 0.03 0.07 0.39 0.29 0.02 0.12 0.14 
ABCC12 0 0 0 0 0 0 0.02 0 0 0 0.04 
ABCD1 3.40 4.44 3.14 4.58 4.09 7.16 9.26 2.47 1.66 8.43 14.27 
ABCD2 0.25 0.44 0.15 0.13 0.09 0.08 0 0.01 0.01 0 0 
ABCD3 46.62 59.61 46.16 28.91 27.21 16.56 51.56 32.79 34.42 32.50 31.29 
ABCD4 14.28 16.16 17.74 20.57 12.79 8.99 13.29 15.77 17.74 14.98 28.73 
ABCE1 19.08 22.87 16.49 39.83 39.98 35.60 64.32 88.39 81.16 37.63 56.78 
ABCF1 27.75 24.69 18.12 34.36 23.59 23.98 36.30 34.79 50.03 30.93 45.57 
ABCF2 10.99 15.13 10.65 17.37 21.90 26.42 26.78 58.61 63.04 41.62 46.02 
ABCF3 32.08 21.42 28.42 29.32 23.66 24.32 20.41 38.06 24.36 19.81 19.65 
ABCG1 6.17 21.89 11.13 5.19 14.13 10.89 2.83 0.52 0 5.42 0.51 
ABCG2 20.83 14.37 34.09 0.36 0.59 0.33 1.07 0.55 1.24 16.14 0.09 
ABCG4 0.07 0.45 0.23 0.04 0.18 0.05 0 1.16 0.05 0 0.05 
ABCG5 0.37 0.12 0.06 1.07 0.08 0.11 0.03 0 0 0 0.05 
ABCG8 0.20 0.06 0.14 0.77 0.05 0.02 0 0 0 0 0 
BIRC5 6.59 8.25 6.10 30.95 26.21 23.10 69.89 98.58 68.03 29.04 56.79 
CCND1 15.11 21.47 9.37 54.21 96.99 40.25 17.73 197.34 194.88 46.36 65.38 
MYC 24.55 34.65 24.37 82.88 119.75 195.55 65.64 148.70 59.09 120.51 136.73 
